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La pr&ente invention conceme Tutilisation des anticorps monoclonaux chimeriques, 
humanisms ou humains qui sont produits dans des lign^es cellnlaires s61ectionn6es, 
lesdits anticorps pr6sentant une forte activity ADCC et induisant la s^cr^tion de 
cytokines et d'interleukines, pour traiter les sous populations de patients pr6sentant un 
des polymorphismes du CD 16. 

L'immunotherapie au moyen d' anticorps monoclonaux est en passe de devenir un des 
aspects les plus importants de la m^decine. En revanche, les r6sultats obtenus lots 
d'essais cliniques apparaissent contrast6s. En effet, il pent s*av6rer que Tanticorps 
monoclonal ne soit pas sufSsamment efBcace. De nombreux essais cliniques sont 
arretes pour diverses causes telles que le manque d*efficacite et des effets seconda^res 
incompatibles avec une utilisation en th6rapie clinique* Ces deux aspects sont 
6ti;oitement li^s sachant que des anticorps peu acti& sont administrSs k forte dose pour 
compenser et obtenir xme reponse thdrapeutique. L'administration de forte, dose induit 
non seulement des effets secondaires mais est 6conomiquement peu viable. 

Ces problemes sont majeurs dans Tindustrie des anticorps monoclonaux chim^riques, 
humanisms ou humains. 

Or, ce piobleme est exacerbe pour des populations particulieres de patients pour 
lesquels I'effet th6rapeutique des anticorps s'av^re significativement plus faible 
compare a la moyenne de la population. 

Des etudes ont 6t6 menses afin de d6finir les sous-populations de patients rdfiractaires a 
la th6rapie avec un anticorps dorm6. Par exemple, dans une 6tude, la population de 
patients trait6s avec Rituxan® est compos6e de 20% de FCGR3A-158V homozygotes, 
35% de FCGR3A-158F homozygotes et de 45% d*h6t^rozygotes (Cartron G, Dacheux 
L, Salles G, Solal-Celigny P, Bardos P, Colombat P, Watier H, Therapeutic activity of 
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humanized anti-CD20 monoclonal antibody and polymorphism in IgG Fc receptor 
FcgammaRIIIa gene. Blood. 2002 Feb l;99(3):754-8). L'activit6 ADCC ainsi que 
I'efficacit^ clinique de Tanticorps anti-CD20 Rituxan® est diff^rente suivant le 
polymorphisme du GDI 6, les patients F/F 6tant moins bons r6pondeurs que les patients 

Au conteaire, des Etudes cliniques r6alis6es avec des anticorps anti-Rh6sus ont montre 
que r^limination des hematics Rh&us positif par une IgG3 anti-D 6tait plus tapide 
Chez les patients F/F (Rumpel BM, De Haas M, Koene HR, Van De Winkel JG, 
Goodrick MJ. Clearance of red cells by monoclonal IgG3 anti-D in vivo is affected by 
the VF polymorphism of Fcgamma Rllla (CD16). Clin Exp Immunol. 2003 
Apr.l32(l):81-6). 

La cytotoxicity cellulaire mediae par les anticorps n^cessite une fixation de la partie 
Fab des anticorps sur leur cible ainsi qu'un engagement de leur partie Fc sur les 
r^epteurs Fc des cellules effectrices (R Fc). Sur les cellules NK, le r^cepteur 
responsable de cette activity cytotoxique est le CD16 ou Fc gamma RIII. 

Dans le cadre de I'mvention, nous montrons que I'activit^ biologique des anticorps 
produits dans CHO est aflFect^e par le polymorphisme du CD16, ce qui n'est pas le cas 
pour nos anticorps optimises pr6sentant une activite ADCC am61ior6e. En outre, nous 
avons d^couvert que I'avantage de presenter une forte affinity pom- le CD16 pent 
encore atre renforc6 par des tests suppl^mentaires visant h choisir les anticorps qui 
induisent la production de cytokines. Les deux caract^ristiques pr6cit^s se 
compl6mentent. En effet, la production de cytokine induite par les anticorps 
s61ectionn6s de invention pourrait renforcer activity cytotoxique des anticorps. Le 
m^canisme d'action d'une telle activation tient probablement k une regulation positive 
autocrine des cellules effectrices. On peut postuler que les anticorps qui se lient au 
GDI 6 provoquent une activity cytotoxique mais ^galement induisent la production 



3 



d'IFN gamma qui au final peut conduire k augmenter encore davantage Tactivit^ 
cytotoxique. 

Ainsi, poixr ime sous population de patients, et cela en rapport avec le polymorphisme 
5 du CD16 ou un autre polymorphisme associd, I'efficacit^ du traitement est meilleure 
avec les anticorps optimises de Tinvention. L'affmite du r^cepteur pour le Fc des 
anticorps est diffiSrente suivant les polymorphismes du CD 16, le ph6notype VA^ 158 
ayant une meilleure affinity que la forme F/F 158. Nous montrons 6galement que 
Tactivit^ fonctionnelle des anticorps polyclonaux est beaucoup moins affect^e par le 
10 polymorphisme du GDI 6 que celle des anticorps monoclonaux. Ainsi, les polyclonaux 
peuvent 6tre utilises comme t^moins positife lors de tests d'efBcacit6 d'anticorps de 
differente origine dans le but de produire des anticorps destines au traitement de sous 
populations de patients faiblement repondeurs. 

15 L' invention propose done d*utiliser pour le traitement de sous groupes de patients 
faiblement repondeursjies anticorps d^crits ci-apr^s qui pr6sentent une activity jusqu*a 
100 fois superieure aux anticorps disponibles en therapie. 

Description 

20 

Ainsi, rinvention se rapporte k I'utilisation d'un anticorps monoclonal chimeiique, 
humanist ou humain optimist caract^ris6 en ce que : 

a) ii est produit dans une lign^e cellulaire s61ectionn6e pour ses proprietes de 
glycosylation du fragment Fc d'un anticorps, ou 
25 b) la stracture glycannique du Fcgamma a et6 modifiee ex vivo, et/ou 

c) sa sequence primaire a 6t6 modifiee de fa9on k augmenter sa r6activit6 vis k vis des 
r^cepteurs Fc ; 

ledit anticorps presentant i) un taux ADCC de type FcyRIII (CD 16) sup6rieur k 60 %, 
70%, 80 % ou de preference superieur k 90 % compart au mSme anticorps produit 
30 dans une iign6e CHO ou i un anticorps homologue disponible dans le commerce, pour 



4 



10 



la preparation d'un medicament destine au traitement de pathologies chez des patients 
pr^sentant un des polymorphisraes du recepteur CD 16 et qualifies de "faibles 
r^pondeurs" aux tMrapies avec les anticorps actuellement disponibles. Par example 
dans le cas d'une 6tude de clairance des hdmaties ou d'un autre type ceUulaire dans la 
circulation, on entend par patients "faibles r6pondeurs", les patients qui pr6sentent une 
clairance significativement plus longue, vis k vis d'un autre groupe de patients. Dans le 
traitement des leuc^es (lymphomes non Hodgkiniens), on distingue : 

* les fort r6pondeurs avec une r^ponse complete correspondant k la disparition de tous 
les symptdmes et des signes mesurables de la maladie, tant du point de vue de 
I'examen clinique que des donn^es biologiques de laboratoires et des 6tudes 
radiographiques. La diminution de la tailles des plus grandes tumeurs est superieure k 
75%). 

* les patients qui rdpondent partiellement sont d^crits dans I'article Cheson BD et al. 
Report of an international workshop to standardize response criteria for non-Hodgkin's 

15 lymphomas. NCI Sponsored International Working Group. J Clin Oncol. 1999 
Apr; 17(4): 1244. Review. Erratum in: J Clin Oncol 2000 Jun;18(ll):2351. 

*Les faibles r6pondeurs, correspondent k des patients ayant un 6tat dit stable, avec 
moins de 50% de reduction et moins de 25% d'augmentation des l&ions. Pas de 
nouvelles lesions. Ce groupe de patients comprend 6galement les patients pour lesquels 

20 aucune reponse n'est observ6e (progression de la maladie et mort). 

L'invention s'adresse done k une population particuliSre de patients pr&entant un 
polymoiphisme du CD16 (V/VISB ; V/F158 ; F/F158), notamment des patients se 
trouvant en 6chec th^rapeutique avec les anticorps actuellement disponibles et/ou 
25 subissant des effets secondaires ind^sirables justifiant I'administration de I'anticorps 
optimist de l'invention. 

Outre Tam^lioration tr^s significative de I'activit^ ADCC de type FcyRIH (CD16), 
I'anticorps de l'invention peut Stre d^fmi en ce qu'il pr&ente ii) un taux de production 
30 d'au moins une cytokine par une ceUule effectrice du systeme inununitaire exprimant 
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le r6cepteur CD16 sup6rieur k 50 %, 100 % ou de pr6f6reiice sup6rieur a 200 % 
compart au mSme anticorps produit dans une lign6e CHO ou compare a xin anticorps 
homologue disponible dans le commerce. 

5 De pr6f6rence, cet anticorps pr^sente un taux ADCC sup6riexire ^ 100 % ^ line 
concentration de 10 ng/ml compare au meme anticorps produit dans une lign^e CHO 
ou a im anticorps homologue disponible dans le commerce et un taux de production 
d'au moins une cytokine par une cellule efFectrice du systfeme immunitaire exprimant 
le recepteur CD16 supdrieur jusqu'^ 1000 % k une concentration de 10 ng/ml compart 

10 au mSme anticorps produit dans une lignee CHO ou k un anticorps homologue 
disponible dans le commerce. 

Lesdites cytokines lib^rees sont des interleukines, des interferons et des facteurs .de 
necrose tissulaire (TNF). -^^ 

15 . 

Ainsi, I'anticorps est selectionn6 pour sa capacite d'induire la secretion d'au moins udp 
cytokine choisie parmi IL-1, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, IL-8, IL-10,.;. 
TNFa, TGFp, IP 10 et IFNy par les cellules effectrices du systeme immunitaiye 
exprimant le recepteur CDl 6. 

20 

De pr6f6rence, Tanticorps s61ectionn6 a la capacity d'induire la s^cr^tion d* IFNy par 
les cellules effectrices du systeme immunitaire exprimant le recepteur CDl 6. Le taux 
d' IFNy s6cr6te reflete la quality de I'anticorps fix6 par le recepteur CD16 quant k son 
integrity (foriction Fc) et k sa capacite (site antigexiique) de liaison k Tantig^ne. En 
25 outre, la s6cr6tion d'IFNy contribue k renforcer Tactive ractivit6 cytotoxique des 
cellules effectrices. 

Les cellules effectrices peuvent exprimer un CD 16 endogene ou etre transformees. On 
entend pai* cellule transformee, une cellule modifi6e g6netiquement de sorte a exprimer 
30 un recepte\ir, en particvilier le recepteur CDl 6. 
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Dans un mode de realisation particulier, I'anticorps de I'invention est capable d'induire 
la secretion d'au moins une cytokine par une cellule leucocytaire, en particulier de la 
famine des NK (natural killer) ou par des cellules du groupe monocytes-macrophages. 
5 De preference, on utilise pour la selection des anticorps une Ugn6e Jurkat transfectte 
avec un vecteur d'expression codant pour le r^cepteur CD16 comme cellule efifectrice, 
Cette lign^e est particuiidrement avantageuse car elle est immortalis6e c'est k dire 
qu'elle se d^veloppe ind6finiment dans des milieux cultures et qu'elle permet 
d'obtenir des r^sultats reproductibles de par sa stability d'expression du CD16. 
10 DifKrentes lign^es Jurkat transfectees avec un vecteur d'expression codant pour le 
recepteur CD16 peuvent Stre utilisdes comme cellule effectrice, lesdites lign6es 
exprimant chacune un GDI 6 particulier (V/WISS ; V/F158 ou F/F158). 

En outre, I'anticorps peut etre s61ectionne apres avoir 6t6 purifie et/ou modifi6 ex vivo 
1 5 par modification de la structure glycannique du fragment Fc. 

La selection peut se faire sur des anticorps produits par des ceUules couramment 
utilisees pour la production d'anticorps th^rapeutiques, telles que les Ugn6es de 
myeiomes de rat, en particulier YB2/0 et ses d6nv6s, les cellules lymphoblastoMes 

20 humaines, les ceUules d'insectes et les cellules de my61omes murines. La selection peut 
egalement gtre appliqu^e d revaluation d'anticorps produits par des plantes 
transgeniques ou de mammiferes transg6niques. A cet effet, la production dans CHO 
sert de reference (CHO etant employee pour la production d'anticorps medicament) 
pour comparer et seiectionner les syst&nes de production conduisant aux anticorps 

25 selon I'invention. Une comparaison avec des anticorps polyclonaux peut egalement 
Stre utile lors des tests d'efficacite des anticorps monoclonaux. Une autre alternative 
consiste a effectuer la comparaison avec les anticorps disponibles dans le commerce, 
en particulier les anticorps en cours de developpement, les anticorps ayant obtenu une 
AMM ou encore des anticorps dont les essais cliniques ont ete arxetes et qui se sont 

30 reveies peu efficaces et/ou produisant des effets secondaires indesirables aux doses 
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administr^es. En effet, les anticorps modifies de rinvention sont jusqu'^ 100 fois plus 
efficaces pour activer TADCC des cellules effectrices du systdme immunitaires, ce qui 
implique des doses d'administration infdrieures a celles pratiqu6es par les anticorps 
mentionnes pr^c^deinment et dans le cas present la possibility de traiter des patients 
5 pour lesquels les anticorps actuellement disponibles se sont r6v616s inefficaces, 

Dans un aspect pr6f6r6 de Tinvention, Tanticorps peut dans m premier temps Stre 
s61ectionn6 pour son aflanit6 au r6cepteur CDl6'puis teste et s^lectionne tel que d6crit 
ci-dessus pour ses propri6t6s k induire la production d'une cytokine, notamment riL-2, 
10 par les cellules Jurkat CD16 ou d'lFNy par les cellules effectrices exprimant le CD16. 

De tels anticorps possedant cette double propriete d'induire TADCC via le CD16 et 
d'induire la production de riL-2 conduisent k une stimulation tres importante ;de 
Tactivite cytotoxique des cellxxles effectrices. 

15 ' 
Ainsi, rinvention vise I'utilisation de Tanticorps d6fim ci-dessus povir la preparation 
d'un medicament destine au trfidtement d'xme population particulidre de patiepits 
pr6sentant un polymorphisme du CD16 Q/fVlSB ; V/F158 ; F/F158), notamment des 
patients se trouvant en echec th6rapeutique avec les anticorps actuellement disponibles 

20 ou subissant des eiffets secondaires ind6sirables. 

L'anticoips de rinvention peut 6tre produit dans des lign^es cellvilaires du type 
myelome de rat, par exemple YB 2/0 (ATCC n° CRL 1662). Ainsi, dans un aspect 
compl€mentaire, rinvention porte sur Tutilisation d'un anticorps monoclonal 

25 chim6rique, humanist ou humain produit dans une lignee de myelome de rat, par 
exemple YB2/0, pour la preparation d'un medicament destine au traitement de patients 
pr6sentant \m polymorphisme du CD16 (notamment V/F158 ou F/F158), en particulier 
des patients se trouvant en ^chec th^rapeutique avec les anticorps actuellement 
disponibles ou subissant des effets secondaires indesirables justifiant Tadministration 

30 de ranticorps optimise de rinvention. De preference, rinvention porte sur rutilisation 
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d'anticorps produits dans des lign^es de my^lomes de rat, notamment YB2/0 et ses 
ddriv6s, lesdits anticorps poss^dant la double propriete d'induire I'ADCC via le CD16 
et d'induire la production de riL-2 conduisant i une forte activation de I'activite 
cytotoxique des cellules effectrices CD16 de polymorphisme V/F158 ou F/F158 pour 
5 la preparation d'un medicament destine au trdtement d'une population particulifere de 
patients faibles r^pondeurs ou se trouvant en 6chec th^rapeutique avec les anticorps 
actuellement disponibles ou subissant des effets secondaires ind^sirables. 

Dans un autre aspect stippl6mentaire, Tinvention conceme Tutilisation d'un anticorps 
monoclonal chim&ique, humanis6 ou humain dont la structure glycannique du Fc de 
I'anticorps correspond k vm type biantenn^, avec des chaines courtes, une faible 
sialylation, des mannoses et GlcNAc du point d'attache terminaux non intercalaires, et 
une faible fiicosylation pour la preparation d'un medicament destine au traitement de 
patients pr^sentant un polymorphisme du CD16 (V/Y15S ; V/F158 ; F/F158), 
notamment des patients se trouvant en dchec therapeutique avec les anticorps 
actuellement disponibles ou subissant des effets secondaires ind^sirables justifiant 
Tadministration de I'anticorps optimise de I'invention. Dans ces anticorps, le taux de 
GlcNac interraediaire est non nul. Par exemple, on peut utiliser les compositions 
presentant une teneur superieure k 60%, de preference superieure k 80% pour les 
formes GO + Gl + GOF + GIF etant entendu que les formes GOF + GIF sont 
inferieures k 50%, de preference inferieuies k 30%. 

L'anticorps de I'invention peut 6tre dirige contre un antigene normal non ubiquitaire 
(exemple, I'anticorps est de specificite anti- Rhesus du globule rouge humain), ou un 
25 antigene d'une cellule pathologique ou d'un organisme pathogene pour I'homme, en 
particulier contre un antigene d'une cellule cancereuse. II est avantageux d'utiliser les 
anticorps defmis ci-dessus pour le traitement des cancers et des infections par des 
agents pathogdnes pour ces patients. 
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Parmi les pathologies n^cessitant radministration de tels anticorps chez ces patients, on 
pent citer a titre d'exemple les maladies echappant k la reponse immune notamment 
choisie parmi la maladie h6moIytique du nouveau n6, le Syndrome de Sezary, les 
leuc^mies myeloides chroniques, les cancers solides, notanunent dont les cibles 
antigeniques sont faiblement exprim^es, notamment le cancer du sein, les pathologies 
li€cs k I'environnement visant notamment les personnes expos^es aux biph^nyles 
polychlorin6s, les maladies infectieuses, notamment la tuberculose, le syndrome de la 
fatigue chronique (CFS), les infections parasitaires comme par exemple les 
schistosomules, et les infections virales pour cibler les cellules reservoirs. 

Parmi les cancers, on vise plus particuli^rement les cancers des cellules HLA classell 
positives, les lymphomes de cellules B, les leuc6mies aiguSs de cellules B, ... le 
lymphome de Burkitt, le lymphome de Hodgkin, les leuc^mies myeloides, les 
lymphomes et leucemies de cellules T, les lymphomes non hodgkinien et les leuc6mi.es- 
myeloYdes chroniques. A ce titre, Tanticorps peut 8tre un anti-HLA-DR ou un anti- 
CD20. ^ 
Ainsi, k titre d'exemple, les anticorps selon Tinvention peuvent Stre des anticorps de 
seconde g6n6ration correspondant aux anticorps disponibles actuellement listes dans le- 



Tableau 1. 



Tableau 1 



Nom et marque 
commerciale de 
r anticorps 
Edrecolomab 
PANOREX 

Rituximab 
RITUXAN 



Trastuzumab 
HERCEPTIN 



Social 



Centocor 

Idee 
Licensie a 
Genentech/ 
Hoffinan la roche 

Genentech 
Licensi6 k Hoffinan 
la 

roche/Immunogen 



cible 



anti Ep-CAM 



anti CD20 



antiHER2 



indication 

colorectal cancer 

B cell lymphoma 
thrombocytopenia purpura 

ovarian cancer 



1 KUV^KUl 
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Palivizumab 
SYNAGIS 

Alemtuzumab 
CAMPATH 

ibritumomab 

tiuxetan 
ZEVALIN 
Cetuximab 
IMC-C225 



Medimmune 
Licensi6 k Abott 

BTG 
Licensie k Schering 

IDEC 
Licensi6 k Schering 

Merck /BMS/ 
Imclone 



anti CD52 
anti CD20 
anti HERl 



RSV 
leukemia 

NHL 

cancers 



Bevacizumab 
AVASTIN 

Epratuzumab 
HuM195Mab 
MDX-210 

BEC2 
Mitumomab 
Qregovomab 
OVAREX 

Ecromeximab 
KW-2971 

ABX-EGF 
MDXOlO 
XTL 002 

HU SCFV 
4B5 



Genentech/ 
Ho£&nan la roche 

Immumedics/ 

Amgen 
Protein Design 
Labs 

Immuno-Designed 
Molecules 

Imclone 
Altarex 



Kyowa-Hakko 

Abgenix 

Medarex 

XTL 
biopharmaceuticals 
viventia biotech 

viventia biotech 



anti VEGF 

anti CD22 
ND 
ND 

antiGD3 
anti CA125 

anti GD 

EGF 
ND 
ND 
ND 
anti GD2 



cancers 



cancers: 
non hogkin lymphoma 
cancers 

cancers 



cancers 
Ovarian cancer 

malignant melanoma 

cancers 
Cancers 
anti-viral : HCV 
cancers 
Cancers 



11 



XTLOOl 


XTL 


ND 


anti-viral : HBV 




biophaimaceuticals 






MDX-070 


MEDAREX 


Anti-PSMA 


Prostate cancer 


TNX-901 


TANOX 


anti CI>-23 




IDEC-114 


IDEC 


inhibition 


non-Hodgkin lymphoma 






ProteinC 





D'autres anticorps peuvent gtre s61ectioim6s parmi les anti Ep-CAM, anti HER2, anti 
CD52, anti HERl, anti GD3, anti CA125, anti GD, anti GD2, anti CD-23 et anti 
ProteinC ; anti-KIR3DL2, anti-CDSS, anti-CD30, anti-CD33, anti-CD44, des anti- 
5 idiotypes sp6cifiques d'inhibiteurs par exemple de facteurs de coagulation, les anti- 
viraux : HIV, HBV, HCV et RSV. 



Dans un aspect prefere, Tanticorps est un anti-HLA-DR. Get anticorps presente un;. 
taux ADCC sup^rieure a 100 % k ime concentration de 10 ng/ml et un taux dec 
10 production d'IL2 par la cellule Jurkat GDI 6, ou dlFNy par une cellule effectrice du; 
syst^me immunitaire expiimant le r^cepteiir CD 16 superieur jusqu'a 1000 % a une;; 
concentration de 10 ng/ml compart au m€ine anticorps exprim6 dans la lignee CHO, 
lignee d' expression du Remitogen®. 

Uanti-HLA-DR de Tinvention peut 6tre produit dans une lignee de my61ome de rat, 
15 notanmientYB2/0. 

Dans un autre aspect pref6r6, Tanticorps de Pinvention est un anti-CD20, Get anticorps 
pr&ente un taux ADCC sup6rieure klOO%k une concentration de 10 ng/ml et un taux 
de production dlL-2 par la cellule Jurkat CD16 sup6rieur jusqu'^ 1000 % k une 
20 concentration delO ng/ml compare au Rituxan®. 

L*anti-CD20 de Tinvention peut etre produit dans une lignee de myelome de rat, 
notamment YB2/0. 



L'invention porte 6galement sur I'utilisation d'un anticorps decrit ci-dessus pour la 
fabrication d'un medicament destine k induire I'expression de TNF, IFNy, IPIO et IL-6 
par les cellules effectrices naturelles du systdme immunitaire, ledit medicament 6tant 
utile notamment pour ie traitement du cancer et des infections ch^ les patients 
5 pr6sentant un des polymorphismes du CD16 (W/YISB ; V/F158 ; F/F158), notamment 
des patients se trouvant en 6chec fli6rapeutique avec les anticorps actuellement 
disponibles ou subissant des effets secondaires ind6sirables justifiant Tadministration 
de ranticorps optimise de l'invention. 

10 Exemple 1 : Comparaison de I'efficacit^ entre Tanticorps monoclonal anti-Rhesus 
D R297 et d'un anticorps polyclonal anti-D dans une population de patients. 

Les capacites respectives de Tanticorps monoclonal anti-Rhesus D R297 et d'lm 
anticorps polyclonal anti-D a lyser des hematics en presence de cellules effectiices de 
1 5 differents donneurs individuels (N= 1 07) sont comparees aprds 1 6h d'incubation. 

Parmi les 107 donneurs, nous avons retrouve I'ensemble des differents phenotypes du 
CD16 (VA^158 ; V/F158 ; F/F158). 

Les resultats montrent une grande variability dans la capacite des cellules effectrices 
20 des diff^nts sujets k induire une lyse des hematics Rhesus positif. Les anticorps 
exprimes dans la h'gnee cellulaire YB2/0 presentent une activite cytolytique 
comparable h celle des anticorps polyclonaux, cela quel que soit le donneur etudie, et 
done quel que soit le polymorphisme du GDI 6 des celltiles effectrices des donneurs 
(voir figure 1). 

25 

Le typage V/F158 des differents sujets dont les cellules ont ete utilisees pour realiser 
des tests d'ADCC avec les anti-D a montre que I'anticorps produit dans CHO reagit 
beaucoup moins bien avec I'un des polymorphismess du CD 16 par rapport k 
I'anticorps produit dans YB2/0 ou h Tanticoips polyclonal. 

30 
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Exemple 2 : Comparaison de ref!icacit£ des andcorps produits dans CHO et 
YB2/0 en fonction du polymorphisme du CD16 • 

La meme sequence codant pour une IgGl sp6cifique de I'antigene Rli6sus D a 6t6 
5 transfectee dans les lign^es cellulaires CHO et YB2/0, Les anticorps ont ete incubes 
avec des h^maties Rhesus positif (cellules cibles) et des cellules mononucl^^es 
humaines provenant de 30 doimeurs differents (cellules effectrices). L'activite 
cytotoxique des anticorps sur les h^maties (ADCC) a 6t6 6valu6e apres 16h 
d'incubation et comparie k celle d'un anticorps polyclonal anti-D de r6f6rence, 

10 

Concliision : L'anticoips produit dans la lign^e CHO a toujours et6 h Torigine de 
rinduction d'une lyse faible, et ceci plus particulierement avec les cellules effectrices 
des sujets exprimant un des ph6notypes du CD16. Par contre, Tanticorps 1^97 
exprime dans la lign6e YB2/0 a toujours et6 capable d*induire une forte actiyite 
15 cytolytique et les pourcentages d'ADCC obtenus ont 6t6 comparables h ceux induits 
par r anticorps polyclonal de reference. - 

L'anticorps exprime dans la lignee YB2/0 s'avere done Stre un bien meilleur produit 
pour traiter les patients donnant une lyse faible avec les anticorps produits dans CHO. 

20 

Exemple 3 : Comparaison T125 CHO et T125 YB2/0 sur Jurkat CD16 F/F et 
JurkatCD16VA?^. 

La mSme sequence codant pour une IgGl sp6cifique de I'antigene Rhesus D a 6t6 
25 transfectee dans les ligndes cellulaires CHO et YB2/0. Les anticorps ont 6t6 incub6s 
avec des h6maties Rh6sus positif (cellule cible) et des cellides Jurkat CD16 (cellules 
effectrices). Deux types de cellules Jurkat ont 6te utilis6es : 1- des cellules transfect^es 
avec le gene codant pour un R Fc portant Tacide amine phenylalanine F en position 
158 (forme F/F), 2- des cellules transfect^es avec le gene codant pour un R Fc portant 



14 

I'acide amine valine V en position 158 (forme VA^). La quantite de cytokines (IL2) 
s^cr^tee par les cellules Jurkat CD 16 a 6t6 mesur6e par ELISA. 

R6sultats : 

5 L'anticorps exprimd dans la lign6e YB2/0 est capable d'induire une forte activity 
cytolytique des h6maties Rh&sus positif alors que Tanticorps produit dans la lign^e 
CHO r6agit moins bien avec Tune des deux formes. D^autre part, Tanticorps exprime 
dans YB2/0 pr6sente une activity cytotoxique comparable k celle obtenue avec un 
anticorps polyclonal de reference, 

10 

En presence dMmmunoglobuIine polyvalentes, done dans des conditions plus 
physlologiques, seul Tanticorps exprim6 dans YB2/0 rdagit comme Tanticorps 
Polyclonal. 

15 L'anticorps exprim^ dans la lignee YB2/0 s'avdre done etre un bien meilleur produit 
pour traiter les patients dormant xme lyse faible avec les anticorps produits dans CHO. . 
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REVENDICATIONS 

5 L Utilisation d'xm anticorps monoclonal chim6rique, humanise ou humain optimise 
caracterise en ce que : 

a) il est produit dans une lign6e cellulaire s61ectionn6e pour ses propriety de 
glycosylation du fragment Fc d'un anticorps, ou 

b) la stmcture glycannique du Fcgamma a 6t6 modifi^e ex vivo, et/ou 

10 c) sa sequence primaire a 6t6 modifi6e de fa9on k augmenter sa r6activit6 vis k vis des 
r^cepteurs Fc ; 

ledit anticorps pr^sentant i) un taux ADCC de type FcyRHI (CD16) sup6rieur a 60 %, 
70%, 80 % ou de preference sup6rieur k 90 % compart au mSme anticorps prodtiit 
dans une lign6e CHO ou a tin anticorps homologue disponible dans le commerce, pour 
15 la preparation d'un medicament destine au traitement de pathologies chez des patiepts 
pr^sentant un des polymorphismess du recepteur CDl 6, )^ 

2. Utilisation selon la revendication 1, caract6ris6e en ce que les patients sont choisis 
dans une sous population de patients qualifies de "faibles repondeurs", 

20 

3. Utilisation selon la revendication 2 pour la preparation d'un medicament destine au 
traitement de pathologies chez des patients pr^sentant le polymorphisme du CD 16 
V/F158. 

25 4. Utilisation selon la revendication 2 pour la preparation d'un medicament destme au 
traitement de pathologies chez des patients pr^sentant le polymorphisme du CD16 
F/F158, 
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REVENDICATIONS 



1. UtiUsation d'un anticoips monoclonal chim6rique, humanis6 on humain dont la 
structure glycannique du Fc de I'anticorps correspond h un type biantenn6, avec des 
ch^es courtes, vnc iaible sialylation, des mannoses et GlcNAc du point d'attache 
terminaux non intercalaires, et une faible fucosylation pour la pr^aration d'un 
medicament destine au traitanent de patients pr^sentant un des polymoiphismes du 
CD16, en particulier V/F158 ou F/F158, notamment des patients se trouvant en 6chec 
th^rapeutique avec les anticoips actuellement disponibles ou subissant des effets 
secondaires ind6sirables. 

2. Utilisation d-une composition d'anticorps d6finis h la revendication 1, ladite 
composition pr&entant une teneur sup6rieure k 60%, de pr6f6rence siq)6rieure a 80% 
pour les fonnes GO + Gl + C30F + GIF 6tant entendu que les foimes GOF + GIF sont 
inf&ieures h 50%, de presence inf&iem^s k 30%, pour la preparation d'un 
medicament destine au traitemeut de patients pr6sentant un des polyraorphismes du 
CD16, en particuUa: V/F158 ou F/F158. notamment des patiaits se Ironvant en echec 
fherapeutique avec les anticoips actuellement disponibles ou subissant des efifets 
secondaires indesirables. 

3. Utilisation selon l^me des revendications 1 ou 2, caracterise en ce que I'anticoips est 
dirige centre un antigdne normal non ubiquitaire, notamment un anti- Rhesus du 
globule rouge humain, ou un antigene d'une cehule pathologique ou d»un organisme 
patbogdne pour lliomme, en particuHer centre un antigene dWe cellule cancereuse. 



4. UtiUsation selon Ihrne des revendications 1 4 3 pour la preparation d'un medicament 
destine au traitement des cancers et des infections par des agents pathogenes. 
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REVENDICATIONS 



1. Utilisation d'tin anticorps monoclonal chimerique, lrumams6 ou trumain dont la 
structure glycannique du Fc de Tanticoxps correspond a un type biantenn6, avec des 
chaines courtes, tine faible sialjdation, des mannoses et GlcNAc du point d^attache 
terminaux non intercalaires, et une faible fucosylation pour la preparation d'un 

r 

medicament destin6 au traitement de patients presentant un des polymorphismes du 
CD16, en particulier V/F158 ou F/F158, notamment des patients se trouvant en echec 
fh6rapeutique avec les anticorps aotuellement disponibles ou subissant des effets 
secondaires indesirables. 

2. Utilisation d'une composition d'anticorps d6finis k la revendication 1, ladite 
composition prSsentant une teneur sup6rieure a 60%, de pref6rence sup6rieure a 80% 
pour les formes GO + Gl + GOF + GIF etant entendu que les formes GOF + GIF sont 
inf6rieures a 50%, de pr6f6rence inferieures k 30%, pour la preparation . d'uh 
medicament destine au traitement de patients pr6sentant un des polymorphismes du 
CD 16, en particulier V/F158 ou F/F158, notamment des patients se trouvant en 6db&c 
therapeutique avec les anticorps actuellement disponibles ou subissant des effets 
secondaires indesirables. 

3. Utilisation selon Tune des revendications 1 ou 2, caracterise en ce que Tanticorps est 
dirige contre un antigene normal non ubiquitaire, notamment un anti- Rhesus du 
globule rouge humain, ou xin antigene d'une cellule pathologique ou d'un organisme 
pathogdne pour.lTiomme, en particulier contre un antigene d'une cellule canc&reuse. 

4. Utilisation selon I'xme des revendications 1 a 3 pour la preparation d'un medicament 
destine au traitement des cancers et des infections par des agents pathogdnes. 
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5. Utilisation selon la revendication 2 pour ia preparation d'un medicament destine au 
traitement de pathologies chez des patients pr^sentant le polymorphisme du CD16 
VA^158. 

5 6. Utilisation selon la revendication 2 pour la preparation d'un medicament destine au 
traitement de pathologies chez des patients se trouvant ai echec th6rapeutique avec les 
anticorps actuellement disponibles et/ou subissant des effets secondaires indesirables. 

7. Utilisation selon l\m& des revendications 1 k 6, caiacterisee en ce que ledit 
1 0 anticoips optimise presente ii) une capacite k indune un taux de production d'au moins 

une cytokine par une cellule effectrice du syst^me fanmunitaire exprimant le recepteur 
CD16 superieur k 50 %, 100 % ou de preference superieur a 200 % compare au mdme 
anticorps produit dans une lignee CHO ou compare k un anticorps homologue 
disponible dans le commerce. 
15 ... 

8. Utilisation selon Tune des revendications 1 k 7, caracterisee en ce que ledit 
anticorps optimise presente un taux ADCC superieure k 100 % k une concentration de 
10 ng/ml compare au m6me anticorps produit dans une lignee CHO ou k un anticoips 
homologue di^onible dans le conmaerce et une capacite k induire un taux de 

20 production d'au moins une cytokine par une cellule eifectiice du systeme immunitaire 
exprimant le recepteur GDI 6 superieur k 1000 % k une concentration de 10 ng/ml 
compare au m6me anticoips produit dans une lignee CHO ou a un anticoips 
homologue disponible dans le commerce. 

25 9. Utilisation selon I'une des revendications 7 et 8, caracterisee en ce que lesdites 
cytokines liberees sont des interleukines, des interferons et des facteurs de necrose 
tissulake (TNF). 

10. Utilisation selon I'une des revendications 7 i 9, caracterisee en ce que I'anticorps 
30 est seiectionne pour sa capacite d'induire la secretion d'au moins une cytokine choisie 
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5. Utilisation selon Ihme des revendications 1 a 3 potir la preparation d'un medicament 
destine au traitement des maladies ^chappant h la r6ponse immune notamment choisie 
parmi la maladie h6molytique du nouveau n6, le Syndrome de Sezary, les leuc6mies 
myeioides chroniques, les cancers solides, notamment dont les cibles antig^niqnes sont 
faiblement exprim6es, notamment le cancer du sein, les pathologies li6es k 
Venviroxmement visant notamment les personnes expos^es aux biph^yles 
polychlorines, les maladies infectieuses, notanmient la tuberculose, le syndrome de la 
fatigue chronique (CFS), les infections parasitaires comme par example les 
schistosomules, et les infections virales, 

6. Utilisation selon Tune des revendications 1^3 pour la preparation d'un medicament 
destine au traitement des cancers des cellules HLA classe 11 positives, les lymphomes 
de cellules B, les leucemies aigues de cellules B, le lymphome de Burkitt, le 
lymphome de Hodgkin, les leucemies myeioides, les lymphomes et leucemies- de 
cellules T, les lymphomas non hodgkinien et les leucemies myeioides chroniques. 

7. Utilisation selon l*une des revendications 14 6, caracterisee en ce que Tanticorps est 
unanti-HLA-DRouunanti-CDaO. s 

8. Utilisation selon Ihme des revendications 14 7, pour la fiibrication d'un medicament 
destine k indnire une cytotoxicite par ADCC de type Fc^HI (CDi6) ameiior6e, 
superieure k 60% compare au mSme anticoxps produit dans CHO ou 4 un produit 
homologue disponible dans le commerce, ledit medicament etant utile notamment pour 
le traitement du cancer et des infections chez les patients presentant un des 
polymorphismes du CD16 y/F158 ou F/F158, notamment des patients se trouvant en 
echec fherapeutique avec les anticorps actuellement disponibles ou subissant des efifets 
secondaires indesirables. 

9. Utilisation selon I'une des revendications 14 8, pour la fabrication d^un medicament 
destine k induire une cytotoxicite par ADCC de type FctRIII (CD 16) ameiioree. 
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parmi IL-1, IL-2, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, IL-8, IL-9, IL-10, TNFa, TGFp, IPIO et 
IFNy par les cellules effectrices du syst^me inununitaire exprimant le r^cepteur CD 16. 

1 1. Utilisation selon I'une des revendications 7 i 9, caract6ris6e en ce que I'anticoips 
5 induit la s^cr^ion d'IFNy par les cellules effectrices du systSme inununitaire 

exprimant le r6cepteur CDl 6. 

12. Utilisation selon I'une des revendications 7 i 9, caract^risde enceque I'anticoips 
induit la s6cr6tion d'au moins une cytokine par une cellule leucocytaire, en particulier 

10 de la famiUe des NK (natural killer) ou par des ceUules du groupe monocytes- 
macrophages. 

13. Utilisation selon I'une des revendications 7 a 9, caract6ris6e enceque Tanticoips 
est selectionn6 en mettant en ceuvre des lignees Jurkat transfectees avec un vecteur 

15 d'expression codant pour le r^cepteur CD16 comme cellule effectrice, lesdites lignees 
exprimant chacune un CD16 particulier (VmsS ; V/F158 ou F/F158), et en option en 
utilisant des anticorps polyclonaux comme r6f6rence. 

14. Utilisation selon I'une des revendications 7 k 13, caract6risee en ce que Tanticoips 
20 est s61ectionn6 parmi des anticorps produits par des cellules couramment utilis^es pour 

la production d'anticorps ther^utiques, telles que les ligndes de my61omes de rat, en 
particulier YB2/0 et ses d6riv&, les ceUuIes lymphoblastoTdes humaines, les cellules 
d'insectes et les cellules de my^lomes murines, les plantes transgeniques ou les 
mammif^res non humdns transgeniques. 

25 

15. Utilisation d'anticorps produit dans des lignees de my^omes de rat, notamment 
YB2/0 et ses d6nv6s, pour la preparation d'un medicament destine au traitement d'une 
population particuli^re de patients faibles repondeurs ou se trouvant en dchec 
therapeutique avec les anticorps actuellement disponibles ou subissant des effets 

30 secondaires inddsirables 
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superieure k 100% lorsque ledit anticoips est i me concentration de 10 ng/ml compar6 
au meme anticorps produit dans une Ugnee CHO ou a un anticoips homologue 
disponible dans le conunerce. 

10. Utilisation selon Tune des revendication 1 a 9, poirr la fabrication d'nn medicament 
destin6 k induire I'expression de TNF, IFN7, IPIO et IL-6 par les cellules effectrices 
naturelles du systeme immunitaire, ledit medicament 6tant utile notanunent pour le 
traitement du cancer et des infections chez les patients pr6sentant un des 
polymorphismes du CD16 V/F158 ou F/F158, notamment des patients se trouvant en 
6chec th6rapeutique avec les anticoips actuellement disponibles ou subissant des efiFets 
secondaires indesirables. 



oupprimee le U4 




18 



16. Utilisation d'anticorps produit dans des lignees de my^lomes de rat, notamment 
YB2/0 et ses derives, lesdits anticorps possedant la double propriety d'induire TADCC 
via le CD16 et d'induire la production de TIFNy conduisant a une forte activation de 
5 I'activit^ cytotoxique des cellules effectrices CD16 de polymorphisme V/F158 ou 
F/F158 pour la preparation d'un medicament destine au traitement d'une population 
particulifere de patients faibles r6pondeurs ou se trouvant en 6chec th^rapeutique avec 
les anticorps actuellement disponibles ou subissant des ejBFets secondaires ind&irables, 

10 17. Utilisation d'un anticorps monoclonal chim^rique, humanise ou humain dont la 
structure glycannique du Fc de Tanticorps correspond h un type biantenn6, avec des 
chatnes courtes, une faible sialylation, des mannoses et GlcNAc du point d'attache 
terminaux non intercalaires, et une faible fucosylation pour la preparation d*un 
medicament destine au traitement de patients pr^sentant un des polymorphismes du 

15 CD16, en particulier V/F158 ou F/F158, notamment des patients se trouvant en echec 
therapeutique avec les anticorps actuellement disponibles ou subissant des effets 
secondaires indesirables, 

18. Utilisation d'une composition d'anticorps definis a la revendication 15, 16 ou 17, 
20 ladite composition presentant une teneur sup6rieure k 60%, de preference superieuie k 

80% pour les formes GO + Gl-h GOF + GIF etant entendu que les formes GOF + GIF 
sont inferieures a 50%, de preference inferieures k 30%, pour la preparation d'un 
medicament destine au traitement de patients presentant un des polymorphismes du 
CD16, en particulier V/F158 ou F/F158, notamment des patients se trouvant en echec 
25 therapeutique avec les anticorps actuellement disponibles ou subissant des effets 
secondaires indesirables. 

19. Utilisation selon Tune des revendications 1 a 18, caracterise en ce que Tanticorps 
est dirige contre un antigdne normal non ubiquitaire, notamment un anti- Rhesus du 
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globule rouge humain, ou un antig^ne d'une cellule pathologique ou d'un organisme 
pathogfene pour Thonune, en paiticulier contre un antigene d'une cellule canc6reuse. 

20. Utilisation selon Tune des revendications 1 ^ 19 pour la preparation d'un 
5 medicament destine au traitement des cancers et des infections par des agents 
pathogenes. 

2L Utilisation selon Tune des revendications 1 i 19 pour la preparation d'un 
medicament destine au traitement des maladies echappant k la r6ponse immune 

10 notamment choisie parmi la maladie hemolytique du nouveau ne, le Syndrome de 
Sezary, les leucemies myeioides chroniques, les cancers solides^ notanmient dont les 
cibles antig^niques sont feiblement exprimees, notamment le cancer du sein, les 
pathologies liees k Penvironnement visant notamment les personnes exposees aux 
biphenyles polychlorines, les maladies infectieuses, notamment la tuberculose, le 

15 syndrome de la fatigue chronique (CFS), les infections parasitaires cqmme par 
exemple les schistosomules, et les infections virales. \ 

22. Utilisation selon Tune des revendications 1 ^ 19 pour la preparation d'un 
medicament destine au traitement des cancers des cellules HLA classe n positives, les 

20 lymphomes de cellules B, les leucemies aigues de cellules B, le lymphome de Burkitt, 
le lymphome de Hodgkin, les leucemies myeioTdes, les lymphomes et leucemies de 
cellules T, les lymphomes non hodgkinien et les leucemies myeioides chroniques. 

23. Utilisation selon Tune des revendications 1 i 19 caracterisee en ce que Tanticoips 
25 est un anti-HLA-DR ou un anti-CD20. 

24. Utilisation selon Tune des revendication 1 i 18 pour la fabrication d'un 
medicament destine k induire I'expression de TNF, IFNy, IPIO et IL-6 par les cellules 
effectrices naturelles du systeme immunitaire, ledit medicament etant utile notamment 

30 pour le traitement du cancer et des infections chez les patients presentant un des 



• ^^t^yy. oufjpriiiiee le U/j| 




20 



polymorphismes du CD16 V/F158 ou F/F158, notamment des patients se trouvant en 
6chec th^rapeutique avec les anticorps actuellement disponibles ou subissant des effets 
secondaires indesirables. 
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ADCC avec des cellules effectrices de differents donneurs de sang. 
T6g6line lOOpg/puits 




H" du dbnneur 



FIGURE 1 



PCT/FR2004/002057 



This Page is Inserted by IFW Indexing and Scanning 
Operations and is not part of the Official Record 

BEST AVAILABLE IMAGES 

Defective images within this document are accurate representations of the original 
documents submitted by the appHcant. 

Defects in the images include but are not limited to the items checked: 

□ BLACK BORDERS 

□ IMAGE CUT OFF AT TOP, BOTTOM OR SffiES 

□ faded TEXT OR DRAWING 
BLURRED OR ILLEGIBLE TEXT OR DRAWING 

□ SKEWED/SLANTED IMAGES 

□ COLOR OR BLACK AND WHITE PHOTOGRAPHS 

□ X^RAY SCALE DOCUMENTS 

1^ LINES OR MARKS ON ORIGINAL DOCUMENT 

□ REFERENCE(S) OR EXHIBIT(S) SUBMITTED ARE POOR QUALITY 

□ OTHER: 

IMAGES ARE BEST AVAILABLE COPY. 
As rescanning these documents will not correct the image 
problems checked, please do not report these problems to 
the IFW Image Problem Mailbox. 



